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Massenspektrometrische Untersuchungen, XIV 1) 
Einflufi aromatischer Aminosauren auf die Elektronenstofi- 
Fragmentierung von N-Acetyl-peptiden 
von Hans-Friedrich Griitzmacher *) und Kurt Heyns 
Aus dem Chemischen Staatsinstitut, Institut fur Organische Chemie, Universitat Hamburg 
Eingegangen am 4. Marz 1966 
Die Massenspektren von acetylierten Di- und Tripeptiden des Phenylalanins, Tyrosins, Histi- 
dins und Tryptophans werden diskutiert. Der EinfluB der aromatischen Seitenkette auf den 
Zerfall des Acetylpeptids steigt in der Reihe Phenylalanin < Histidin < Tyrosin < Tryp- 
tophan stark an und fiihrt wie bei den Acetylaminosauren zu intensiven Fragmenten der 
Typen R und G. Eine einfache Sequenzanalyse ist nur bei den Peptiden des Phenylalanins 
oder bei C-terminaler Position der ubrigen Aminosauren in den Peptiden moglich. 
Uber die massenspektrometrische Sequenzanalyse von acylierten Peptiden und 
Peptidestern ist in den letzten Jahren mehrfach berichtet worden. Neben den von uns 
eingehend untersuchten N-Acetyl-peptiden 2-4) haben vor allem Weygund und Mit- 
arbeiters) die Massenspektren von Trifluoracetyl-peptid-methylestern ausfiihrlich 
beschrieben. Die Mehrzahl der bisher massenspektrometrisch untersuchten Peptide 
enthielt nur einfache aliphatische Aminosauren, die besonders ubersichtliche Frag- 
mentierungsmuster gaben. Im folgenden Formelschema sind die Fragmentierungs- 
reaktionen zusammengestellt, die zu den charakteristischen intensiven Peaks fuhren. 
Das Fragmentierungsmuster einfacher N-Acetyl-peptide wird im wesentlichen 
durch die Bildung von drei verschiedenen Ionen-Typen bestimmt . Acyl-immonium- 
Ionen des Typs A und Acylium-Ionen des Typs C entstehen im primaren Zerfalls- 
schritt aus den Molekul-Ionen durch Spaltung einer der Bindungen in cc-Stellung zu 
einer Peptid-Carbonylgruppe. Als Ionen gerader Elektronenzahl konnen A und C nur 
durch Eliminierung neutraler Molekiile weiterzerfallen. Aus C entsteht durch Ab- 
spaltung eines CO-Molekiils das entsprechende Ion A. Die Acyl-immonium-Ionen A 
zerfallen durch Eliminierung des Acylrestes zu Immonium-Ionen des Typs B, wobei 
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in einem vier- oder funfgliedrigen cyclischen Ubergangszustand ein H-Atom vom 
Acylrest iibertragen wird. Diese Reaktion bleibt aus, wenn der Acylrest im Ion A eine 
Trifluoracetylgruppe ist. Im ubrigen werden die Zerfallsreaktionen durch die Natur 
des Acylrestes der N-terminalen Aminosaure wenig beeinfluBt6). Ionen, die durch Spal- 
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tungsreaktionen in den Aminosaureseitenketten entstehen, besitzen fur die Massen- 
spektren einfacher aliphatischer N-Acetyl-peptide geringe Bedeutung und werden rnit 
groI3eren Intensitaten nur bei Peptiden des Valins, Leucins und Isoleucins beobachtet. 
Durch McLafferty-Umlagerung unter Eliminierung der Seitenkette als Olefin und 
anschlierjende Abspaltung der Aminkomponente oder von Wasser entstehen dabei 
Ionen der Typen E und F. 
Diese iibersichtliche Fragmentierung eines einfachen aliphatischen N-Acetyl-peptids 
im Massenspektrometer kommt einer Sequenzanalyse entgegen. An Hand der im 
allgemeinen sehr grorjen Peaks der Ionen B konnen die im Peptid enthaltenen ver- 
schiedenen Aminosaurereste leicht erkannt werden. Die Sequenz wird dann durch 
Auszahlen der Massendifferenzen zwischen den verschiedenen Ionen A und C be- 
stimmt, die durch ihre charakteristische Intensitat im Massenspektrum schnell auf- 
gefunden werden konnen. 
Eine Erklarung fur die bevorzugte Bindungsspaltung im Peptidgeriist ist rnit Hilfe von Vor- 
stellungen moglich, die Djerassi und Mitarbeiter 7 )  fur den Zerfall organischer Molekul- 
Ionen entwickelt baben. Danach ist die positive Ladung des Molekiil-Ions weitgehend in 
leicht ionisierbaren Atomgruppen des Molekiils lokalisiert und steuert von dort den Zerfall. 
Einfache aliphatische Acetylpeptide besitzen als leicht ionisierbare Gruppen nur die Peptid- 
bindungen. Im Molekul-Ion wird daher eine der Peptidbindungen eine positive Ladung tragen 
und der Zerfall erfolgt bevorzugt in Richtung einer Stabilisierung dieser Ladung durch Meso- 
merie in Ionen des Typs A oder C. Ein groRer EinfluR der Aminosaureseitenkette auf das 
Fragmentierungsmuster eines Acetylpeptids ist demnach nur dann zu erwarten, wenn in ihr 
leicht ionisierbare Atome oder Atomgruppen enthalten sind, die rnit den Peptidbindungen um 
die positive Ladung des Molekiil-Ions konkurrieren konnen. Formal konnen dann neben Mole- 
kul-lonen mit einer positiv geladenen Peptidgruppierung auch solche angenommen werden, 
die die positive Ladung in der Aminosaureseitenkette tragen und durch Reaktionen zerfallen, 
die spezifisch fur diese Seitenkette sind. Entsprechende Bruchstiicke treten tatsachlich in den 
Massenspektren acetylierter trifunktioneller Aminoslurens) und Aminosauremethylester9) 
auf. Diese Reaktionen konnen das Fragmentierungsschema eines Peptids erheblich andern und 
eine massenspektrometrische Sequenzanalyse empfindlich storen. 
Eine Analyse der Massenspektren acetylierter Peptide von Serin, Threonin, Hy- 
droxyprolin, Lysin, Asparaginsaure und Glutaminsaure zeigt, darj die ,,Seitenketten- 
Reaktionen" dieser Aminosaurereste den Zerfall des Peptidmolekiil-Ions nicht ent- 
scheidend beeinflussen. 
Bei Serin, Threonin, Asparaginsiure und Glutaminsaure beobachtet man eine Wasserab- 
spaltung aus der Seitenkette, so daB neben Peaks der Ionen A, B und C solche rnit einer um 
18 kleineren Massenzahl auftreten. Wegen der leichten Bildung von Pyroglutaminsaure- 
7) H. Budzikiewicz, C. Djerassi und D. H .  Williams, Interpretation of Mass Spectra of 
8) K. Heyns und H. F. Grutzmacher, Liebigs Ann. Chem. 661, 194 (1963). 
9) C. 0. Andersson, R .  Ryhage und E. Stenhagen, Arkiv Kemi 19, 417 (1962); C. 0. An- 
Organic Compounds, Holden-Day, Inc., San Francisco 1964. 
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derivaten ist die Wasserabspaltung bei Peptiden der Glutaminsaure besonders ausgepragt. 
Ionen der Pyroglutaminsaure werden auch nach einer Veresterung der y-Carboxylgruppe im 
Peptid mit groDer Intensitat gebildet, wahrend bei den Peptiden der anderen drei Aminosauren 
die der Wasserabspaltung entsprechenden Reaktionen nach einer vorhergehenden Methylierung 
oder Acetylierung der Hydroxyl- und Carboxylgruppe in den Seitenketten zuriickgedrangt 
werden konnen. 
Dagegen ist in den Massenspektren von Peptiden der aromatischen Aminosauren 
Phenylalanin, Tyrosin, Histidin und Tryptophan ein vie1 grorjerer Einflurj der Seiten- 
kette auf die Fragmentierung zu erwarten. Die Seitenketten dieser Aminosauren, die 
alle vom ,,Benzyl-Typ" sind, bilden besonders stabile Kationen. Wir haben daher die 
Massenspektren der Acetylpeptide 1 bis 20 aufgenommen *), um den EinfluB jeweils 
eines aromatischen Aminosaurerestes und seiner Stellung in der Peptidkette auf das 
M 
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Abbildung 1. Massenspektrum des Acetyl-leucyl-alanyl-phenylalanins (9) **) 
*) Die Massenspektren wurden durch direkten EinlaB mit einem MAT-CH4-Massen- 
spektrometer bei 70 eV erhalten; Probentemperatur ca. 150". 
des haufigsten Ions 
aufgetragen. (Abb. 1 :  1 0 0 % ~ 1 3 . 3 % C ;  Abb.2: 1 0 0 % ~ 1 0 , 9 % C ;  Abb.3: 1 0 0 % ~  
**)In den Abb. 1-3 ist auf der Ordinate die relative Intensitat in 
16.20,/, C). 25 25 
25 
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Fragmentierungsmuster festzustellen. Als Beispiele sind in den Abb. 1 -3 die 
Massenspektren der Peptide 9, 15 und 13 wiedergegeben. 
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Abbildung 2. Massenspektrum des Acetyl-tyrosyl-alanins (15) 
Die Massenspektren nicht nur der freien und N-acetylierten aromatischen Arnino- 
sauren8) sowie der Methylesterg. lo), sondern auch der acetylierten Peptide dieser 
Aminosauren enthalten alle die erwarteten groljen Peaks der aus der Seitenkette 
gebildeten Ionen des Typs R. Ihre Massenzahlen (MZ) betragen 91 fur Phenylalanin, 
81 fur Histidin, 107 fur Tyrosin und 130 fur Tryptophan. In dieser Reihenfolge steigt 
auch die relative Intensitat von R an. Wahrend bei acetylierten Peptiden des Histi- 
dins und Phenylalanins die GroL3e der Peaks MZ 81 bzw. 91 der der ubrigen intensiven 
Peaks im Massenspektrum vergleichbar ist, bilden bei Peptiden des Tyrosins und Tryp- 
10) K. Biemam, J. Seibl und F. Gapp, J. Amer. chem. SOC. 83, 3795 (1961). 
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tophans die Seitenketten-Ionen R (MZ 107 bzw. 130) stets den Hauptpeak im Massen- 
spektrum. Ein Vergleich der Massenspektren inverser Dipeptidpaare wie 1/3, 10/12 
und 15/17 zeigt, daB die Intensitat von R bei einer N-terminalen Stellung des aro- 
matischen Aminosaurerestes geringfiigig erhoht ist. Einen wesentlich groBeren EinfluB 
auf die relative Intensitat des Bruchstiickes R besitzen jedoch die iibrigen Aminosaure- 
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reste im Peptid. So betragt z. B. die relative Intensitat des Peaks MZ 91 in den Massen- 
spektren der Peptide 1-5 zwischen 80 und loo%, bei den iibrigen Peptiden des 
Phenylalanins aber nur 30 bis 50%. Es ist daher nicht moglich, die Stellung des aro- 
matischen Aminosaurerestes an Hand einer charakteristischen Intensitatsabstufung 
der Ionen R zu bestimmen. 
Acetyl-phenylalanin gibt auBer einem Fragment R bei MZ 91 noch drei charakte- 
ristische Bruchstucke bei den MZ 148, 131 und 104. Das Ion 148 (Typ G )  entsteht 
durch Eliminierung von Acetamid aus dem Molekiil-Ion. Die Abspaltung eines OH- 
Radikals oder von COz aus G liefert die Ionen der MZ 131 (Typ G') und 104 (Typ G"). 
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Analoge Bruchstucke beobachtet man auch bei den Acetylderivaten des Histidins, 
Tyrosins und Tryptophans, nicht aber bei aliphatischen Acetylaminosauren. Die 
Ausbildung der zum aromatischen Ring konjugierten Doppelbindung in G ermoglicht 
eine bessere Stabilisierung der positiven Ladung. 
G :  0 M Z  148  
HOG 164 A r :  
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Aus dem C-terminalen Phenylalaninrest eines Peptids werden gleichfalls Ionen der 
MZ 148, 131 und 104 gebildet. In diesem Fall wird statt Acetamid die Aminogruppe 
des Phenylalanins mit dem anhaftenden substituierten Aminoacylrest eliminiert. 
Vollig analog verhalten sich die Peptide mit C-terminalem Histidin, Tyrosin oder 
Tryptophan. In jedem Fall tritt ein deutlicher Peak des Ions G und zwei kleinere der 
Ionen G und G ’  (G” > G’) auf. Dagegen sind bei N-terminaler oder mittelstandiger 
Position des aromatischen Aminosaurerestes die Intensitatsverhaltnisse der Frag- 
mente G’ und G ‘  umgekehrt. G kann bei diesen Peptiden auch aus C entstehen, 
wobei das aromatische System in die Mesomerie des Acylium-Ions C mit einbezogen 
wird. Daneben ist zu erwarten, dal3 auch hier den Ionen G analoge Fragmente ge- 
bildet werden. In der Tat lassen sich derartige Ionen in den Massenspektren der 
untersuchten Di- und Tripeptide nachweisen. Ihre Intensitat ist jedoch nicht so groR 
wie bei C-terminaler Stellung der aromatischen Aminosaure. Dies liegt an der grol3en 
Zahl von Zerfallsreaktionen des Ions G, die wegen der ubrigen darin enthaltenen 
Aminosauren moglich sind. 
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Ein Beispiel fur das massenspektrometrische Verhalten eines Peptids mit N-ter- 
minaler aromatischer Aminosaure liefert Verbindung 15 (Abb. 2). Der Peak MZ 235 
zeigt, dalj hier wie bei Acetyl-tyrosin ein Ion G durch Eliminierung von Acetamid 
gebildet wird. Durch Abspaltung von C02 aus der C-terminalen Carboxylgruppe von 
G entsteht ein Ion MZ 191. Neben den intensiveren Peaks bei 235 und 191 werden im 
oberen Massenbereich nur noch die kleineren Peaks des Molekiil-Ions (294) und des 
Ions C1 (206) beobachtet. Ein Bruchstiick A2 (Bindungsspaltung im C-terminalen 
Alaninrest) fehlt ebenso wie Peaks der Ionen M--18 und M-61, die bei Peptiden 
aliphatischer Aminosauren auftreten. 
Als Beispiel fur ein Peptid rnit mittelstandiger aromatischer Aminosaure ist in Abb. 
3 das Massenspektrum von 13 angefiihrt. Aus diesem Peptid entsteht ein Ion G durch 
Eliminierung von Acetylalaninamid. Es besitzt die gleiche ganzzahlige MZ 300 wie das 
Ion Cz, das durch Spaltung der zum Tryptophan C-standigen Peptidbindung ent- 
stehen wiirde. Die genaue Massenbestimmung des Peaks 300 (siehe Tab. 1) ergibt, darj 
ausschlierjlich Ionen des Typs G entstehen. Diese Zuordnung wird durch das Massen- 
spektrum des Acetyl-peptidmethylesters 14 bestatigt, in dem der Peak 300 nach 314 
verschoben erscheint. Das ist nur moglich, wenn im Bruchstuck 300 die C-terminale 
Carboxylgruppe vorhanden ist. Dies trifft fur G zu, nicht aber fur C2. 
Tabelle 1. Genaue Massenbestimmung der Ionen des Peptids 13a )  
MZ exp. Formel MZ ber. Fehlerb) Ionentyp 
300.1499 C17H20N203 300.1474 + 2.5 G 
299.1641 C17H21N302 299.1639 + 0.2 D2 
257.1153 C14Hl5N302 257.1164 - 1 . 1  DI 
256.1560 C16HzoN20 256.1575 - 1.6 G-CO2 
244.0859 C13H12N~03 244.0848 + 1.1 G - c ~ H ~  
170.0608 CllHsNO 170.0606 + 0.2 G‘ 
143.0735 CloHgN 143.0735 0.0 G ‘  
a) Aufgenommen mit einem doppelfokussierenden MAT-SM 1 -Massenspektrometer. 
b) in Millimasseneinheiten. 
Mit Hilfe der in Tabelle 1 angefiihrten genauen Ionenmassen konnten auch weitere 
Zerfallsreaktionen des Ions G aus 13 bestatigt werden. Neben der Bildung von G und 
G” (MZ 170 und 143) beobachtet man Eliminierung von H20, C02 und C4Hs (aus 
der Leucin-Seitenkette) zu Ionen der MZ 182, 256 und 244. Es ist bemerkenswert, 
darj bei 13 ebenso wie bei 15 der Peak des Ions G der letzte grorjere ist und nicht Peaks 
der nach dem Fragmentierungsschema zu erwartenden Ionen A oder C. 
Bei Peptiden mit N-terminalem oder mittelstandigem Phenylalanin anstelle von 
Tyrosin oder Tryptophan sind die Ionen G weniger charakteristisch. So enthalt das 
Massenspektrum des Peptids 7 neben den ublichen Fragmenten der Reihen A und C 
im oberen Massenbereich mit 7.3 % relativer Intensitat einen Peak bei MZ 261, der 
sowohl aus G (durch Eliminierung von Acetylvalinamid nach a) als aus A2 (durch 
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Abspaltung von -CONHCH[C4Hg]COOH nach b) gebildet werden kann. Die genaue 
Massenbestimmung ergibt ein Dublett beider Ionen bei MZ 261, wobei A2 iiberwiegt. 
C H ~ C O N H ~ H C O N H ~ F H ~ ~ O J W ~ H C O ~ H  9 
- k 0 
C3H7 $YH C4H9 1 [ C6H5 
M@ von 7 
CH3CONHFHCONH=yH 
s/ -0  
C ~ H ~ Z C H - C H - C O N H Y H C O ~ H  
C4Hg MZ 261 C3H7 CE2CsH5 
G A* 
Die acetylierten Peptide der aromatischen Aminosauren geben demnach Ionen der 
gleichen Typen R, G, G' und G" wie die aromatischen Acetylaminosauren. Dies 
spricht fur das zu Beginn diskutierte Auftreten eines weiteren Schwerpunktes der 
positiven Ladung des Molekiil-Ions in der aromatischen Seitenkette auch bei den Pep- 
tiden. Dabei nimmt in der Reihe der Peptide des Phenylalanins, Histidins, Tyrosins 
und Tryptophans die Bedeutung dieses neuen Ladungszentrums fur den Zerfall der 
Peptid-Molekiil-Ionen zu. Ein ungefahres Ma13 fur den EinfluB der aromatischen 
Seitenkette erhalt man, wenn man in den Massenspektren der verwandten Dipeptide 
1, 10, 15 und 18 die Intensitaten der Ionen R, G, G-COz, G' und G" addiert und 
mit der Summe der Intensitaten der Ionen A, B und C ins Verhaltnis setzt. Die Ionen 
der ersten Art sollten namlich aus Molekiil-Ionen mit der positiven Ladung in der 
aromatischen Seitenkette entstehen, wahrend die anderen auf dem iiblichen Wege 
aus Molekul-Ionen gebildet werden, die die positive Ladung an einer der Peprid- 
bindungen tragen. Druckt man C Al, A2, B1, B2, C1, C2 in Prozenten von C R, G, 
G-CO2, G ,  G" aus, so ergeben sich fur die Verbindungen 1,18,15 und 10 Werte von 
63,44, 31 und 21 %. 
Fur die Abhangigkeit der relativen Intensitaten von R, G, G' und G '  von der Stellung 
der aromatischen Aminosaure in der Peptidkette folgt aus dem vorliegenden Versuchsmaterial 
nur, daB die Ionen der Reihe G bei einer C-terminalen Position bevorzugt gebildet werden, 
wahrend bei den anderen Positionen G' intensiver gefunden wird. Im einzelnen iiben aber 
die iibrigen Aminosaurereste des Peptids ebenfalls einen groRen EinfluB aus, der sich noch 
nicht iiberschauen 1aRt. 
Fur die massenspektrometrische Sequenzanalyse ist es wichtig, die Spektren der 
acetylierten Peptide aromatischer und einfacher aliphatischer Aminosauren mitein- 
ander zu vergleichen. Das Massenspektrum des Phenylalanin-peptids 9 in Abb. 1 
zeigt neben den charakteristischen Ionen des Phenylalaninrestes alle Peaks, die nach 
den oben angefuhrten Zerfallsreaktionen aliphatischer Peptide zu erwarten sind. 
Gleiches gilt fur Peptide mit einem N-terminalen oder mittelstandigen Phenylalanin- 
rest. Der EinfluR der Benzylseitenkette auf die Fragmentierungen des Molekul-Ions 
ist nicht so grorJ, da13 die normalen Spaltungsreaktionen Iangs der Peptidkette unter- 
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driickt werden. Eine Sequenzanalyse von Phenylalanin-peptiden ist daher nach den1 ub- 
lichen Verfahren moglich, wobei die Zuordnung der einzelnen Peaks durch die fur das 
Phenylalanin typischen Ionen erleichtert wird. 
Durch den Einbau von Histidin, Tyrosin, besonders aber Tryptophan in das Pep- 
tid wird das Fragmentierungsmuster seines Massenspektrums vie1 starker verandert. 
Bei C-terminaler Position dieser Aminosauren konnen die Bruchstiicke der Reihen A, 
B und C (Spaltung der Peptidkette) rnit verringerter Intensitat noch nachgewiesen 
werden. Die Peaks der Ionen A, B und C, die durch Spaltungen der zum aromatischen 
Aminosaurerest benachbarten Peptidbindung gebildet werden, sind aber besonders 
gering oder fehlen vollstandig. Dafiir entsteht das fur die C-terminale aromatische 
Aminosaure charakteristische Ion G rnit groljerer Intensitat. Spaltungsreaktjonen 
des Molekul-Ions am aromatischen Aminosaurerest fiihren also bevorzugt zur Bil- 
dung der Ionen G oder R. Die Sequenzanalyse wird dadurch nicht gestort, da die Rei- 
henfolge der iibrigen Aminosaurereste nach dem normalen Verfahren festgelegt 
werden kann und die C-terminale Stellung der aromatischen Aminosaure durch die 
charakteristische Intensitat und MZ des Ions G leicht erkannt werden kann. Fur 
Peptide rnit N-terminalem oder mittelstandigem Histidin, Tyrosin oder Tryptophan 
bedeutet die bevorzugte Bildung von G jedoch, dal3 Peaks der Ionen A, B und C der 
benachbarten Aminosaurereste sehr klein sind. Diese Aminosaurereste sind im Ion 
G enthalten und werden bei seinem Zerfall bevorzugt als neutrale, massenspektro- 
metrisch nicht nachweisbare Fragmente abgespalten. Bei Di- und Tripeptiden, 
wie sie in der vorliegenden Arbeit untersucht/ wurden, ist eine Ableitung der Amino- 
sauresequenz aus dem Massenspektrum immer moglich. Bei groljeren Oligopeptiden 
niit mittelstandiger aromatischer Aminosaure mu13 sich die Sequenzbestimmung auf 
die richtige Zuordnung sehr kleiner Peaks stutzen. Dies ist mit hinreichender Sicher- 
heit nur durch Aufnahme hochaufgeloster Massenspektren moglich. Bei den empfind- 
lichen Peptiden trifunktioneller Aminosauren ist eine thermische Zersetzung wahrend 
der massenspektroIlietrischen Untersuchung schwer zu vermeiden. Dadurch treten 
zusatzliche Peaks auf, z. B. die rnit D gekennzeichneten Bruchstiicke (Abb. 1 und 3), 
die durch Ionen rnit Dioxopiperazin-Struktur gebildet werden, und der Peak MZ 3 10 
(Abb. 3), dessen Intensitat bei Erhohung der Ionenquellentemperatur rasch zunimmt 
und der durch ein unbekanntes Zersetzungsprodukt des Peptids 13 entsteht. Beson- 
ders storend ist die thermische Zersetzung bei acetylierten Peptiden des Histidins. Es 
ist uns bisher nicht gelungen, von Tri- oder hoheren Oligopeptiden des Histidins 
reproduzierbare Massenspektren zu erhalten. Erst die Veresterung der C-terminalen 
Carboxylgruppe erhoht die thermische Stabilitat dieser Peptide so weit, dalj fur eine 
Sequenzanalyse brauchbare Massenspektren erhalten werden. 
Dem Bundesminister filr wissenschaftliche Forschung danken wir fur finanzielle Unter- 
stdtzung" dieser Arbeit; den Friedrich-Krupp-MAT- Werken, Bremen, fur die freundliche Hilfe 
bei der Aufnahme der hochaufgeiosten Massenspektren. [37/661 
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